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和 田 泰
Fa s レセ プ タ ー /Fa sリ ガ ン ドシス テ ム は Fa s陽性細胞 に生 理 的細胞死(ア ポ ト ー シス , apOPtO Sis)を誘導す る こ と によ
り免疫反応 の 調節, 特 に自己反応性 ク ロ ー ン の 除去 に 重要な役割を果た して い る . Fas レ セ プ タ ー 異常 に起因す る 砂γ マ ウス
はC D 4-C D 8 て細胞(ダブ ル ネガ テ ィ ブT細胞) の 増殖を伴い 自己免疫異常を呈する が , 最近 これ に 類似 した ヒ トの 症例で Fa s
レ セ プ タ ー 遺伝子変異が同定 さ れ , 本疾患 は 自己免疫性 リ ン パ 球 増殖症候群(a utoim m u n elym phopr olife r ative syndro m e,
A u}S) と命名され た . 本研究で は , 幼少期 より リ ン パ 節 腫大, 肝脾腫, 血 小板減少 , 高 ア ー グ ロ ブ リ ン血症 , ダブ ル ネ ガ テ ィ
ブT細胞の 増加 を認 め るリ ン パ 球増殖症候群 の 2 家系 3症例お よ び そ の 家族 に お い て , Fas レセ プ タ ー の 異常 を免疫学的, 分
子生 物学的 に解析 し, 病態 と の 関係を検討 し た . 症例 1 , 2 (兄妹例) で は 母由来 の 変異対立遺伝子 に お い て イ ン ト ロ ン 7 の
5
' ス プ ラ イ シ ン グ部位 にT か らCへ の 点突然変異があり , こ の た め変異対立遺伝子由来 の mR N A で はス プ ラ イシ ン グ異常 が生
じ, エ キ ソ ン 7 と 8の 間に G C A G とい う4 塩基 の 挿 入 が認 め ら れ , フ レ ー ム シ フ ト に より ユ キ ソ ン 7以降異常 な コ ドン が 9
個続 い た後終止 コ ド ン と な っ て い た . 変異 由来 の Fa s レ セ プ タ ー は 細胞外部分 の 発現は 正 常で ある が , デ ス ド メ イ ン を含 む
細胞内部分が なく, 異常な 3量体を形成す る ため , ドミ ナ ン トネガ テ ィ ブ効果 に より細胞死 に 至る シ グナ ル が伝達 さ れ ない と
考えら れ た . しか しこ の 母親は 同 じ遺伝子異常をもち, 細胞 レ ベ ル で は Fa s誘導性 ア ポ ト ー シ ス に 対 し抵抗性 を示 し た が,
臨床的 に全く無症状であり, A lガS発症 に は さ ら に別 の 因子 が関与 して い る 可 能性 が考え られ た. 症例 3 で はイ ン ト ロ ン 3 の
3
, ス プ ライ シ ン グ部位 にA か ら Gへ の 点突然変異があ る た め エ キ ソ ン 4 の ス キ ッ プが 認め ら れ , ユ キ ソ ン 3 と 5 が直接繋 が っ
て い た . この 結果 フ レ ー ム シ フ トが 生 じ ユ キ ソ ン 3 以降異常 な コ ド ン が38個続 い た 後終止 コ ド ン と な っ て い た . 症例 3 で は両
親 がい と こ 婚で 変異村立遺伝子 の ホ モ 接合体と な っ て い た た め Fa s レセ プ タ ー そ の も の の 発現が 全く欠如 し細胞死に至る シ グ
ナ ル が伝達 さ れず, ま た症例1 , 2よ りも重症 である と考え られ た . こ れ ら の 症例 は 本邦初であり, 確認 され た 遺伝子異常 は
従来の 報告に は み ら れず全く新 しい もの で あっ た . 患児で は活性イm 田胞の Fas誘導性 ア ポ ト ー シ ス が 全く欠如 して い る ほか 活
性化誘導型細胞死(acdv ado n-in du c ed cell de adl, AI C D)も減弱 して い る ため , 自 己反応性丁細胞 が排除さ れ ず, 自己寛容 が破綻 し
様 々 な自己免疫状態が 生 じて い るもの と考え られ た . さ らに培養B細胞 の Fa s誘導性 ア ポ ト ー シス が減弱 して い る こ とか ら, 高
γ
- グロ ブ リ ン 血 症や自己抗体の 産生が , 自己反応性B細胞 そ の もの の ア ポ ト ー シ ス 低下 にも起因し て い る 可能性が示唆 さ れ た.
Eey w o rds Fas(A P O-1, C D 95), apOptOSis, a utOim m u n elymphoprolife rativ e syndr o m e, do uble-
n egativeT ce11
Fas レ セ プ タ ー 仏P O-1, C D 95) は生理 的細胞 死 (ア ポ ト ー シ
ス , apOptO Sis) の シ グナ ル を誘導する分子の 一 つ と し て 同定さ
れ
1】2)
, 19 91年 にそ の 遺伝子 が ク ロ ー ニ ン グ され た 抑 . Fas レ セ
プ タ ー は, 腫瘍壊死 因子 (tu m o r n e cr o sisfa cto r, T N F)受容体
フ ァ ミリ ー に属 し, そ の 細胞外領域 に シ ス テ イ ン を豊富 に含む
特徴的な繰り返 し樽造を3 ケ所も つ 分子量約 45k Da の Ⅰ型膜貫
通型糖蛋白と して 細胞膜 に発現 して い る . Fas リ ガ ン ド5)6)に よ
る架橋化 に より Fa s レセ プ タ ー は三 景体 を形成 し, 同時 に細胞
質内で デ ス ドメ イ ン (de ath do main)が 三 豊体化され る こ と によ
っ て細胞死 に至 る シ グナ ル が伝達 され る乃 .
砂r お よ び劇d マ ウ ス は , 自己抗体産生 な ど全身性 エ リ テ マ ト
ー デ ス (syste miclupu s e rythe m ato s u s, S L E)様病態 に加え,
C D 2 C D 3
1o w
c D 4~C D 8 T細胞 レ セ プ タ ー (T c ellr e c eptor,




な どの 表現型 をも つ 異常丁細胞の 非膿瘍性増
加か らく る リ ン パ 節腫脹, 脾腹を示 し, 自 己 免疫疾患の モ デ ル
実験動物 と して 知ら れ て い た8). 最近, 妙 マ ウ ス で は Fas遺伝
子 イ ン ト ロ ン 内 へ の ト ラ ン ス ポ ゾ ン の 挿 入 に よ り機能的な
m R N Aの 発 現が 低 下 し Fa s レ セ プ タ ー の 発 現が 抑制 さ れ て い
る こと
9)10)
, また 〆d マ ウ ス で は Fa sリ ガ ン ド細胞外C末端部位
の 点突然変異か らく る ア ミ ノ 酸 置換 が 生 じて い る こ と が 報告さ
れ
11)
, 炉 お よ び gldマ ウ ス は そ れ ぞ れ Fa sレ セ プ タ ー , Fa sl)
ガ ン ドの 異 常 に 起因す る こ と が 判明 した12). Fas レセ プタ ー
/Fa sリ ガ ン ド系を介 した ア ポ ト ー シス は ! 末梢 に お ける 自己
反応性リ ン パ 球や 過剰 に産生され不要にな っ た 成熟リ ン パ 球の
平成 8年11月22日受付, 平成 8年12月16日受理
A bbrevia也o n s:AIC D, a Ctiv ation-indu c ed c ell de ath;A LPS, autOim m u n elym phoIir oliferativ e syndr o m e;bp, bas e
pairs;d N T P, de o xyribo n u cle otide tripho sphate; E B V, Epstein-Barr viru S; FIT C, flu or es c ein is oth io cya n ate;gld,
gen er alized lym phoprolifer ativedis e as e;L C L,1ymphobla stoidcellline;砂r,1ymphoprolifer atio n;P B S, pho sphate一
自己免疫性リ ン パ球増殖症候群に お ける Fas異常解析
排除 に重要な役割 を果 たす こ とが 示唆 さ れ , 免疫系 の 恒常性維
持や自己寛容 の 成立 に不可欠と考えら れ て い る
1 3卜17)
ヒ トで もダ ブ ル ネ ガ テ ィ ブT細胞が増加 し, 砂γ マ ウ ス に類似
する病態 が存在す る こ と が報告 され て い た
18)1 9)が , 19 95年 6月
に2 つ の グル
ー プ よ り別 々 に , 抄γ マ ウ ス 類似の ヒ トの リ ン パ
球増殖症候群に お い て Fas レセ プタ




21)は こ の 一 群 の 疾患 を 自己免疫性 リ ン パ 球増
殖症候群(autoim m u n elymphopr olife rativ e syndr o m e, A LPS)
と名付 け て い る.
今回, 幼少期 よ り リ ン パ 節腫大 , 肝脾腫, 血 小板減少 , 高
γ
一 グ ロ ブ リ ン 血 症 , ダ ブ ル ネ ガ テ ィ ブT細胞 の 増加を認 め る
A L P S類似 の リ ン パ 球増殖症候群 の 2 家系 3症例 に お い て ,
Fa s レ セ プ タ
ー の 異常 を 免疫学的, 分子 生物学的に解析 し病態
と の 関係 を検討 した .
対象お よ び方法
Ⅰ . 対 象
対象は , 2家系 3症例 の リ ン パ 球増殖症候群の 患児と そ の 家
族で あ る . 家系 1 は, 父, 母, 妹 (症例 1), 兄 (症例 2)を ,
家系2 は, 母方阻母 , 父, 母 , 兄, 症例 3を解析 した. 各家系
の 患児以外の 家族 は い ずれ も健康 で, リ ン パ 球増殖症候群 に罷
患して い ない . 症例1 ～ 症例 3 の 臨床経過は 以 下 の とお りで あ
る .
1) 家系1 一 症例 1
出血 斑, 肝脾腫の ため 紹介入院 した 8 ケ月 女児で , 全身に癒
合傾向の ある 紅班, 出血斑が散在 し, 肝 5c 皿, 脾 7c m と著明
な肝脾腹, 両頭部 リ ン パ 節腫大 を認め た. ま た著明な 溶血 性貧
血(赤血球 272×1 0ソ〃1, 血 色素 6.3g/dl), 血 小板減少(0･6×
10ソ〃1), 好 中球減少 に加え 高 γ 一 グ ロ ブ リ ン 血 症 (IgG 3124
m g/dl)を認め た. 骨髄 に血 球貪食細胞が増加 し , 生 検さ れ た
頚部 リ ン パ 節か ら P C R法 によ り E Bウ イ ル ス (Epstein-Ba rr
viru s, E B V) ゲ ノ ム が証 明さ れ , 発 症1 年後 にお い て E B V抗
体価 の 上 昇を認 め た こ と よ り, 臨床 的 に E B V関連血球貪食症
候群と考え ら れ て い た . ス テ ロ イ ドある い は γ - グ ロ プ リ ン投
与に より臨床症状 の 改善が認め られ たが , 肝胆腫, リ ン パ 節腫
大は軽快増悪 を繰 り返 し , ま た血 小板減少, 溶血 性貧血も断続
的に認 め ら れ た . し か し経過と共 に そ の 頻度 は減少 し, 9歳の
現在は無治療 に て経過観察中 で あ る .
2) 家系1-症例 2
2歳 9 ケ月 の 男児で 症例1 の 兄 で あり, 妹 が 入 院 した 2 ケ 月
後に出血 斑 が 出現 し, 中等度の 肝脾腫, 軽度の リ ン パ 節 腫大が
認め られ た . 貧血 は認め なか っ た が妹 同様 , 著明 な血 ′ト板減少,
好中味減少, 高 γ - グ ロ ブ リ ン 血 症 を呈 し た ･ 骨 髄 にお ける 血
球食食細胞 は認め な か っ たが , 妹同様, 断続的 に血 小板減少を
認め , ス テ ロ イ ドあ る い は γ - グ ロ ブ リ ン 治 療 にて 改善 が認め
られ て い た.
3) 家系2 一 症例 3
1歳 の 女児 で両親が い と こ 婚 . 妊 娠中 より胎児水腫を認め ,
在胎33週 4 日 体重 2534g, 軽度の 仮 死 状態 (アプガ ー ス コ ア 6
点) にて 出生 した . 全身浮腫 , 腹水 , 肝 牌膿を認め , 血色素
7･Og/dl, 血小板 6.8×10ソ〃1, 血 清総蛋白 3･6 g/dl だっ た ･ 呼
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吸管理 や輸 血 によ り胎児水腫 は改善, ま た γ - グ ロ ブ リ ン投 与
に より 一 時的に血′ト板 は増加 した が , 週1 ～ 2回の 赤血球輸血
血小板減少(10×10ソ〃l 以 下) が 続くた め 生 後2 カ月時に紹介
医 に入 院 した . 紹介医入 院時に は, 肝 3c m 脾 7c m で 傍大動振
り ン パ 節腫脹 の 他 , 好 中球減少, 血 小板減少, 高γ - グ ロ ブリ
ン血 症 OgG4,943m g/dl) を認め た . そ の 後易感染性があり 2
､
4 週間 に 1度 は高熱 , C RP強陽性 の エ ピ ソ ー ドを反複 し て い
る . 脾機能克進症 に関 して は, 特発性と して 6 ケ月時 に部分脾
動脈塞栓術が施行 され , 血色素 10g/dl･ 血 小板 20×10ソ〃1前
後 に維持さ れ て い た . しか し1歳過ぎより肝脾腫が増大 し, 再
び 輸血 依存状態と なり , 重症感染症 に鳳患し入 院中である .
Ⅰ . 方 法
1. 材料
麿児, そ の 家族, 健康人より ヘ パ リ ン加東梢静脈血を同意の
うえ採取 し た . 末梢 静脈 血 よ り フ ィ コ ー ル ー ハ イ パ ー ク
(Fic oll-Hy paqu e) 比重遠心法 にて単核球を分離 し, 10iLg/ml の
フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン (phytohe m agglutinin, P H A) (Sigm a
C he mic al Co. , St. Lo uis, U S A)に より刺激 し, 10 %非働化 ウ シ
胎児血清 (fetalc alfse ru m, F CS), 25m M H E P E S, 2 ×10
5
M
2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.3mg/皿1 グル タ ミ ン, 200 U/ml ペ
ニ シリ ンG, 10mg/ml ゲン タ マ イ シ ン を含む RP M I1 640培養液
(Gibc oLabo ratorie s, Gr and Isla nd, U S A) に 50IU/ml の イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2 (interle ukin-2, Ⅰし2) (シオ ノ ギ, 大阪) を添加 し,
1 ×10ソml の 細胞濃度で 5 % C O2, 37℃の 条件下 で14､ 21 日間
培養 し活性化 丁細胞を得た . ま た 単核球か ら 2- ア ミ ノ エ チ ル
イ ソ ナ オ ウ ロ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド (2-amin o ethylis othio u roniu m
bro mide, Sigm aC he mical Co.) 処理 ヒ ツ ジ赤血 球 を用い た ロ ゼ
ッ ト法と フ ィ コ ー ル ー ハ イ パ ー ク比重遠心法を用い 分離 した 8ロ
ゼ ッ ト非形成細胞を 100 Ⅳ/血 の m 2 と0. 0 5 %の ホル マ リ ン 固定
黄色 ブ ドウ 球菌 Co w a nI株(fo r mal dehide一点Ⅹed Staphylo co cc u s
a u re u sCo w anI, S A C) (Calbio che m,Behring, Sa nDiego ,
U S A) の 存在下 で 7 ､ 10日 間培養 し培養B細胞 を得た . E BV 形
質転換 B細胞株Oymphoblastoidc ell lin e,L C L) ほ, E一 口 ゼ ッ ト
非形成細胞 に B 95-8細胞株の 培養上宿を加え培養し樹立 した .
2 . フ ロ ー サイトメ トリ ー に よ る表面抗原の 解析
ヘ パ リ ン加静脈血 を 0.1 Ml) ン 酸緩衝生 理 食塩水(pho sphate-
buffer ed s alin e, P B S, pH 7.2) で 2 回洗浄 し, フ ィ コ エ リ ス リ
ン bhyco erythrin, P E) ある い は フ )L/ オ レ ッ セ ン
･ イ ソナ オ シ
ア ン慨 (flu or e sc einis oth io cya n ate, FIT C) で 標識さ れ た抗 C D 3
抗体, 杭 C D 4抗体, 抗 C D 8抗体 , 抗 C D 16抗体, 抗 C D 20抗
体, 抗 T C R- α′? 抗 帆 抗 TCR- γ∂ 抗体 (い ずれ も Be cto n
Dickin s o nIm m u n o cytom etrySyste m s, SanJo s e, US A)を播加
し, 4 ℃ で20分間染色 した, 0.83 %塩化 ア ン モ ニ ウ ム 溶液で溶
血後, 細胞 を P B S に再浮遊 し フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー Cyto r o n
Abs olute(Ortho Diagn o sticSyste m, 東京)を用 い て 解析 し, ダ
ブ ル ネ ガ テ ィ ブT細胞, T細胞, B細胞, N K細胞 の 比率 を検討
した.
また息 胤 そ の 家族, 健康 人の 活性化 丁細胞 における Fasレ
セ プタ ー の 発現を, 抗 Fas抗体(C H ll, IgM) (M B L, 名古屋)
を 一 次抗体 に, F Ⅲ
､
C 標識ヤ ギ抗 マ ウ ス IgM 抗体を二次抗体に
用い て 同様 に フ ロ ー サイ トメ ー タ ー に て解析 した
乃)
.
bu鮎 r ed s alin e;ⅨトP C R, r e V e r S etr an S Criptase-PC R;Su 王, SySte miclupu s erythe m ato su s;T C R, T cellre ceptor;T E,
T hs-E D T A;T N F,tu m Or n eCr OSisfactor
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3 . 抗 Fa s抗 体, 抗 C D 3抗体 によ る ア ポ ト ー シ ス の 誘導
患児, そ の 家族, 健康 人の 活性化 丁細胞, 培養B細胞 , L C L
を 1 ×10ソml の 濃度 に調整後 , そ れ ぞ れ の 細胞 に 1〃g/ml の
抗 Fas抗体を添加, ある い は 4FLg/ml の 抗 C D 3抗体 (O m ,
Ortho Diagnos也c Syste m s) を あら か じめ96穴平底マ イ ク ロ タイ
タ ー プ レ ー ト(Coming Gla s Works, Coming, US A) に固相化
して お き, 1穴 に 200〃1ず つ を分注 し12時間培養 した . そ の う
ち 5 ×104 個 の 細胞 を細胞遠心沈殿装置 (Cyto spin 2) (S ha ndo n
So uthe rnPr odu cts, C he shire, U K) を用 い ス ライ ドグ ラ ス 上 に
遠沈 し, 塗抹標本を作製 した . そ れ ぞ れ メ イ グリ ュ ン ワ ル ドギ
ム ザ 染色後検鏡 し, ア ポ ト ー シス に陥 っ た細 胞の 比率を算出 し
た24).
4 . 逆転写 P C R法(rev ersetran scripta se-P C R, R T P C R)
総 R N Aの 抽 出は , C ho m c zyn skiら
25)の 酸 ･ グ ア ニ ジ ニ ウ ム
チ オ シアネ ー ト/フ ェ ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム 法 仏G P C法) に準 じ
A Ex ｡ nl 2 3 4
て行 っ た . D液(4M グア ニ ジ ン チ オ シ アネ ー ト, 25mM クエ ン
醸 ナ トリ ウム pH 7.0, 0.1 M 2一 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.5 % N_ラ
ウ ロイル サ ル コ シ ン 酸ナ トリ ウ ム) 1容量 に, 10分の 1容量の 2M
酢酸ナ トリ ウム と, 1容量の二 炭酸ジ エ チ)L/(diethylpyro c arbo n ate,
D E P C)処理水に て飽和 した フ ェ ノ ー ル を混合 しⅩ液を作成し,
L CIjXlO
6 個 に 対 し 1ml を加え よく混合 し た . 0.2ml の ク ロ ロ
ホ ル ム を加え懸濁 し , 5 分 間静置後 , 15,000rpm , 2 0分間遠心
分離 した . 上 層 に等量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え混和 し, 5分
間静置後再び15,0 00rpm , 20分 間遠心 し た. 沈殿 し た R N A を
75 %エ タ ノ ー ル 1ml に再 浮遊 さ せ 洗浄後, 乾燥 させ , Tris-
E D T ACrE) 横衝液(1 0mM T ris-H Cl, 1m M E D T A, pH 6.8) に溶
解 し た. R N Aの 濃度 は 260n m の 吸光度か ら 求め た .
1本鎖 cD N A は, 上 記 に より得 た R N A か ら ラン ダム プ ライ
マ ー 法 にて 合成 し た･ す な わち総 R N A 2〃g に 1.5/∠1 の 80〃M
ラ ン ダ ム ヘ キ サ ヌ ク レ オチ ドプ ライ マ ー (宝酒造 , 東京)を加
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Fig. 1. The s che m e of thehu m a nFas mR NA stru ctu re a ndthelo c atio n of the 打agm e nts ampliBed bythe P C Rprim e rpairsCrablel). (朗
Fas mR N A is c o mpo s ed of 9ex o n s a nd al1the c odingr e sio n s w er eexamin ed, 但)E and Fr egions in cludedthe 5
'
splic e site ofintron 7,
and the3
'
splic e site of intro n3, re Spe Ctiv ely. C R D, CyStein-rich do m ain;T M,tr an S membranedo m ain.
Tablel. Prim ers u sed forR T- PCR and PCR an alysis ofthe Fas s eque n ce
























G T TG GGGA AGC TCT TT C AC
G CCATGT CCT TCA TCA CA C
G GAGT ACACAGACA AA G C C
GAA G AG ACAA AGCCA C C
TCA TCA AG GA A TG CACACTC
ACTTTC T GT TCT G C T GT TC
A G ATG GTGTCAA TG AAG C C
CCCAGT A A A ACCA A G CAG
TGT TC T CACA TG C AT TCT AC
A GT A ACA A AA G C CAA ATCAC
CTGTATT A C T G GTG T CA TG C
T CAG T C A G T G TA C TC CCT















The cDN An u cle otide nu mbers c orre sporld toIto etal
3)
and ar e a V ailablefro mGe nBank(ac cessio n n u mbersX 81 334-X81342).
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え, T E績 衝液 (pH 6･8) で 全量 2 5/Ll と し, Ge ne Amp
T M pcR
syste m 9 600
-R(Pe rkin -Elm e rAp plied Biosyste m sDivisio n,
No rw alk, U S A) (以 下 9600-R) を用い 65℃で10分間加熱後, 20
分か けて25 ℃まで 冷却 し, R N Aの 変 性 と プ ラ イ マ
ー の ア ニ ー
リ ン グを行な っ た . 引き続き 25FLl の 反応液[100m M 甘is-H Cl
bH8.3), 200m M 塩化 カリ ウ ム (K Cl), 20m M 塩化 マ グネ シ ウ
ム (MgC12), 20m M ジ チ オス レイ ト
ー ル
, 各 2mM デ オ キ シリ
Table2･ Lympho cytephe n oty plCPr Ofilesin A L PSpatie nts and ねmilies
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ボ ヌ ク レ オ チ ド三 1) ン酸 (de o xyribo n u cleotide tripho sphate,
d N T P), 逆転写酵素 R 肛2(宝酒造)10単位] を加え, 42 ℃ で
60分間反応 さ せ cD N A を合成 さ せ た . 反応 後, T E綬衝液
bH7.0)50FLl を加え全量 100FLl と し, 1 回の P C R反応 に 5ijl
を鋳型 と し て用い た. 打トP C R プ ライマ ー は , 図 1Aの ご とく
Fa s cD N A2 6)27)の 翻訳部分を全て含 む よう に, 互 い に重 なる よう
に 分割 した 4 ケ 所 の 領域A, B, C, Dを増幅する掛 こ設定 した
Percentage of lymphocyte s ubpopulatio ns
CD 3 CD 4 CD8
Fa milyl Patie nt1 8 1･4
Patie nt 2 7 5 3
Father 64.O
Mother 6 6.7
Fa mily2 Patient 3 46･2
G M 55.3
Father 6 9.7
M otber 7 3.3
Br other 76.1











4 3.1 ±6.0 22.0 ±5.4





8 .8 2 8.4
























Periphera1 1ympho cytesfro mA L PSpatie nts and fa milies w er e stained with FI T C
- OrP E-C OIt)ugated a nti
-CD 3, antトCD 4, anti-CD 8, anti-
CD 16, a nti-CD 2 0, anti-TCR α β and a nti-TCR γ8 m A b. T he per ce nt age of lympho cyte s ubpopulations w as e v aluated by
flo w cyto m etry. G M, m ate m algr andm othe r･ a) 烹±S D･
Fig. 2. M o rphological fbatu re s of Fa s- O rC D 3-indu c ed Tcel apopto sis. P H A:a Ctiv ated Tc ells(1×10
6/ml)&o m.
n o rmalc o ntrol仏･ C)o r
patie nt l(B, D)we retre ated wi th 1FLg/mlofanti-Fas m肋 仏,B)o rim m obilized anti
-C D 3m 助 (C･ D)br12 ho u r s･ M o rpholog yofcells
afte rtr e atm e ntis sho wnbyM ayLGrh w aldM Gie m sa- Stain edprepa ratio n sphotogr aphedata magniBc atio n Xl,000･
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(表1). 合成 は フ ナ コ シ株式会社(束京)に委託 した . ⅣトP C R
は, 上 記の cD N A に, 最終0.2FLM の 各プ ライ マ ー , 各200FLM
の d N T P, P C R反応緩衝液(10m M Tris- H Cl, pH 8.3, 50m M
K Cl, 1.5m M MgC 12), 1.2 5単位 の Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ
げe rkin-Elm e rCetu s, No r wal k, U S A) を加え全量 50FLl で行な
っ た . PC R反応 は94℃ 5 分の 初期変性 の 後 , 変性95℃3 0秒 ,
ア ニ ー リ ン グ54 ℃3 0秒 , 伸長反応72 ℃30秒の プ ロ グ ラ ム で35～
4 0 サ イ クル 行 な っ た . 反 応 後10分 の 1 容量 の 泳動緩衝液
(0.2 5 % ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.25 % キ シレ ン シ ア ノ ー ル ,
15 %フ ィ コ ー ル 4 00) を 加え, 1 0/∠1 を 3 % ア ガロ
ー ス ゲ ル
田141 ÅK A R A, 宝酒造) で電気泳動 しエ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染
色後 , 紫外線照射装置 (ト ラ ン ス イ ル ミネ 一 夕 ー , フ ナ コ シ)
上 で 観察 した .
5 . 塩 基配列 の 解析
1) P C R ダイ レク ト シー ク エ ン ス 法
R r P C R に て増幅 し た D N A断片を直凄鋳型 と し, 蛍光色素
を用 い た ダイ タ ー ミ ネ ー タ ー 法2 8)に より 塩基配列を決定 した .
P C R産物 は1.5 % アガ ロ ー ス ゲ ル か ら電気溶出法 に て 回収 し,











こ れを鋳型 と して D N Acycle s equ e n cing kit(Pe rkin-Elm er
Applied Bio syste m sD ivisio n)を用 い て シ ー ク エ ン ス 反応 を行な
い
, D N A シ
ー ク エ ン サ ー 3 7 1 A(Pe rkin -Elm e rAp plied
Bio syste m sDivisio n) に て解析 した . シ ー ク エ ン ス プ ライ マ ー
に は各P C R プ ラ イマ ー を そ の ま ま使用 した . 反応 は 9600-R を
使用 し, 変性96℃15秒, ア ニ ー リ ン グ50℃1 秒, 伸長反応70 ℃
4 分の プ ロ グ ラム で2 5 サ イ クル 行 な っ た . 反応 後, フ ェ ノ ー ル/
ク ロ ロ ホ ル ム 抽出 に て過剰 な プ ラ イ マ ー , 蛍光色素を除去 しエ
タ ノ ー ル 沈殿 に て 反応産物を回収 した . シ ー ク エ ン ス ゲ ル は
Lo ng Range r(A T Bio che m, 束洋紡績, 束京)を用い トリ ス ホ
ウ酸 E D T A(Tris-Bo r ate-E D T A, T B E)緩衝液 (45m M Tris-
Bo rate, 1m M E D T A, PH 8.0)に て 4 0W 定電力で泳動 した.
2) m クロ ー ニ ン グ
ダイ レ ク トシ ー ク エ ン ス でA, T, C, Gの 各 ピ ー ク が 二 重と
なり , ダブ ル ピ ー ク を示 し た領域 に関 して は , 精 製 し た P CR
産物 を pT 7 Blu e
′
r Ve cto rKit(No v age n, 宝酒造, 東京) を用い
て プ ラス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し, 且 c〃JりM lO9コ ン ビ
ー テ ン トセ ル (宝酒造) に形質転換 した . 複数個 の 単 一 コ ロ ニ
ー を Lu ria-Berta ni培 地で 培養 し アル カT)一S D S法 に て プ ラス ミ
C
㌔ ｡㌔ ㌔ ｡㌔
Fig. 3. Defe ctiv eFa s- m ediated apopto sis a nd a ctiv atio n-indu c ed c ell de ath in A L PSpatie nts. 1×10
6/ml ofcultu red Tc ells 仏, B) or
C ultu red Bc ells(C)打o m c o ntrol andpatie ntw e retre ated with 1/Lg/mlofanti-Fa s mA b仏, C)o rim mobiliz ed anti-C D3 m Ab(B)for12
ho urs. T he pe rc entages ofapoptotic ce11s a鮎 r cultu re were e stim ated by micr o s c opic c o u nting o n M ay- Grtin w ald- Gie m占a-Stain ed
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Fig.4. Aflo w cyto m eb
･ic a nalysis ofsu血 ceFas e xpre s sion o n acdvated Tcells. Activ ated Tc ells 打o m a n ofmalc ontr ol, patie ntl and 3
W e retr eated wi thanti-Fa s mAbandstain ed fur血e rwi th FIT C-C Onjugated go atand. m o u seIgM an也body. TYLeflu o r e sc e n c einte n sityw as
an alyzed bya丑o w cyto m ete r.
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ド D N A を精製 し, こ れ を鋳型 と し て 同様 に シ
ー ク エ ン ス し
た.
6 . ス プ ラ イ シ ン グ部位 の 解析
症例 1, 2 および 症例 3の 予想さ れ るス プ ライ シ ン グ部位 の
変異部位を含 む よう に ゲ ノ ム D N A 上 に, 図 1 Bの よ うに プラ
イ マ ー を設定 し (そ れ ぞ れE, F領域), 患児, そ の 家族 , 健康
人か ら抽出した D N A O.5FLgを鋳型 に P C Rを行な い , シ
ー ク エ
ン ス あ る い は制限酵素 に よ る解析を行 っ た . ゲ ノ ム D N A は,
活性化丁細胞 1 ×10
7個 に , 100FLlの 10mg/ml プロ テ ナ
ー ゼK
(和光純薬 工業, 大阪)を添加 し, D N A/R N A/プ ラ ス ミ ド抽出
シス テ ム モ デ ル341(Pe rkin-Elm e rApplied Bio syste m sDiviso n)
を用い て 抽出 した .
成 績
Ⅰ. リ ン パ 球サ ブセ ッ ト
抄r マ ウ ス や A LP Sで は末梢リ ン パ 組織 にお ける ダブ ル ネガ
テ ィ プT細胞 の 著明な増加が特徴的で ある が , 全症例と も表2
に示すよう に5.6 ､ 8.1 % と有意 に ダブ ル ネ ガテ ィ フT細胞が 増加
してい た . 症例 1, 2 の 母親 は15.4 %と む し ろ患者 よりもダ ブ
ルネ ガ テ ィ ブT細胞 の 増加が認め られ た . T細胞 , B細胞, N K
細胞の 比 率 は症例1 ～ 3, そ の 家族と も大き な異常を認 め なか
っ た .
Ⅰ . 抗 Fa s抗体, 抗 C D 3抗体 に よ るア ポ ト ー シス の誘導
活性化丁細胞 に抗 Fas抗 体 を添加す る と , 健 康人 で は 図 2 A
の よう に ほ と ん どの 細胞 にお い て 核 ク ロ マ チ ン の 凝縮化, 核お
よ び細胞質の 濃染 ･ 断片化 が認め られ , ア ポ ト
ー シ ス に陥 っ た
が, 症例 1 で は抗 Fa s抗体を添加 して もア ポ ト
ー シ ス は全く認
め られ な か っ た (図 2 B). ま た抗C D 3抗体 に て 誘導 さ れ る ア ポ
ト ー シス , い わ ゆ る 活性化誘導型細胞 死 (a ctiv ation -indu c ed
c ell de ath, AI C D) (図2 C)も, 症例 1 では 減弱 して い た ( 図
2 D). 症例 2, 3 でも同様 に抗 Fas抗 体誘導性 の ア ポ ト
ー シ ス
は認め ら れ ず, 抗 C D 3抗体誘導性の ア ポ ト
ー シ ス は 減弱し て
A
Exo n7 J Ex on8
Pro GJu Thr Val ALa lle
Exo n7 J Ex o n8
pro Ala G-y As nSerG -y As nLys P he
lle S T O P
Mutant
allele
い た (図 3 A, B). つ まり こ れ ら の 結果か ら , Fa s レ セ プタ
ー を
介 して 細胞死を誘導す る シ グナ ル 伝達機構 に異常がある 可 能性
が示唆さ れ た.
さ らに全症例 の 培養B細胞, LC L における抗 Fas抗体 にて 誘
導 され る ア ポ ト ー シス は , 健康人 に比べ 減弱 して い た (図3 C)･
Ⅱ . Fa sレ セ プタ ー の発現
症例 1, 2 に おい て は Fas レセ プ タ
ー の 発現は , 正 常 コ ン ト
ロ ー ル との 遠い は認 め られ ず, 少 なく とも膜表面の Fas レ セプ
タ ー の 発現 には 異常を認め なか っ た . 症例3 で は Fas レ セ プタ
ー の 発現が 全く欠如 してい た (図4). 症例 1 ～ 3の 家族で はい
ずれ も Fas レ セ プタ ー の 発現の 欠如は 認め られ なか っ た .
軋 症例1 , 2(家系1)に お け る 馳 s 遺伝子異常
症例 1, 2 で はA, B, C, D領域の い ずれ も, 正常 コ ン トロ
ー ル と比 べ P C R産物の 大きさ に違 い は み ら れ なか っ た . ダイ
レ ク ト シ
ー ク エ ン ス 決定で は, A, B, D領域は 異常 なか っ た が ,
C領域 の ユ キ ソ ン 7 と 8の 移行部 より ダ ブ ル ピ
ー ク が 出現 し
た . そ こ でC領域 の P CR 産物をTベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し複
数個を シ ー ク エ ン ス し たと こ ろ, ユ キ ソ ン 7 と 8の 間に GCAG
と い う 4塩基の 挿入 が 生 じて い るも の と正 常の もの が ほ ほ 同 じ
比率で認め ら れ た . 異常 が想定 さ れ るイ ン ト ロ ン 7 の 5
' ス プ
ラ イ シ ン グ部位 を は さ むE領域の シ ー ク エ ン ス よ り, 変異対立
遺伝子で は 5
, ス プ ラ イ シ ン グ部位の + 2部位 に T か らCへ の
点突然変異が認め ら れ , こ の た め 変異対立遺伝子由来 m R N A
で は ス プ ラ イ シ ン グ異常 が起こ り G C A Gと い う 4塩基 の 挿入
が 生 じて い た (図5). 症例 1, 2 に おい て は突然変異 により新
た に制限酵素 PstI の 認識部位が で きる こ とを利用 し, E領域の
P C R産物を PstI で処理 し, 家族に お ける Fa s遺伝子異常を解析
した . 症例 1 , 2 で は変異対立遺伝子由来の P C R産物が Pstl
に よ り消化さ れ14 4 と75塩基対(ba s epair s, bp) の 2 つ の バ ン
ドが 新た に生 じ たが , 父親で は全く消化さ れ なか っ た . 母親は
症例 1, 2 と同 一 パ タ ー ン を示 し, 変異対立 遺伝子 は母親由来
と考 えら れ た (図6A).
No r m al 一 一 - A A A T C CT
Ex o n7
-- - A ÅA T CC T
G A A A C A G- -
Mutan t …-A A A T CC T
Ex o n8
GA A A C A G- - -
G A A A C AG - - -
pstlsiニr
⊥
4 base sin s e rtio n
Fig. 5. Fa sge n e m utatio nin patie ntsl and 2･ Clo n ed RT
IP CRpr odu cts of Cregio n(朗and P C Rprodu cts of Eregio n(B)&om p頭 e ntsl
and 2w e r e anlyz edby a uto m ated dye
-te min ato r s equ en cingu singprim e rsC 5aJldE5, re SpeCtiv ely･ 仏)In C region,4ba se sin s e rdo n
(G C A G)w as observ ed betw e e nthe ex o n s7 and8in the m uta nt al1ele･ TYle muta nt m R N Aw aspredicted to c au s
e a愈･a m e Shifta nd a
pre m atu rete r min atio n afte r9 mis se n se codon s･ @)T he ge n o mic sequ en ce of the m utant al1ele (E r egion)showed a Tto Cpoint
m utatio nin the5
'
splic e site of theintron 7･
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症例 1 , 2 の 母親 は A L PS の 症状 は 全く み られ な い が, 活性
化丁細胞 にお け る抗 Fa s抗体 にて 誘導さ れ る ア ポ ト ー シ ス は患
児と 同様欠如 して い た (図6B).
Ⅴ
. 症例 3 (家系2)に お け る ras 遺伝子異常
症例 3 で はA, C, D領域 の P C R産物 の 大きさ は 正常 コ ン ト
ロ ー ル と 同 じで あ っ た が , B領域で は 正常 よりも短 い P C R産物
が検出 さ れ た . そこ で 症例3 の 家族 の B領域を 打トP C R に より
】 ll l l~~■ l l~~■~■ 】
M ト) (+) (･) (+) (･) (+) (･) (+)
･ ･
一 21 9 bp
~
1 4 4 bp
~
7 5 bp
Fathe r Mother Patie nt 2 Patie nt l
Fig.6. P C Ra nd re strictio n e n zym e a nalysis of Eregion a nd
Fa s-indu c ed apopto sisinfa milyl. (A) Ge n omic D N Aw a s
e xtr acted fro m c ultu r ed Tc ells offamilyl, and Eregio n of Fa s
D N Aw a s a mpliBed u sing prim e rsE5and E 3. T he produ cts
afte rtr eatm e nt with PstIw e re anlyzed o n a3.0 %agar O Segel
a nd visu aliz ed with eth idiu mbro mide. In the m utantal1ele, T
to C point m utatio nin theintr on7 m ake aPstI e xpe cted to
Cle a v ethe 21 9 bp P CR productinto 1 44 bp a nd 75 bp
fragm e nts. (-), n OPstIad ded;(+),PstIadded;M , m Ole c ular
m arke r. (B)P H A- a Ctiv ated Tc ells(1×10
(ソml)&o m family l
W e r etr eated with 1/1g/mlofanti-Fa s mAb fo r12 ho u rs. ¶l e
pe r c e ntage s ofapoptotic c ells w e r e e stim ated by the
mic ro s c opic c o u nting o n M ay- Grdn w ald- Gie m s a- Stain ed
prepa ratio n s.
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増 幅 した と こ ろ, 家族 で は 正 常 の 長さ の P C R産物と症例3 と
同じ短 い P C R産物 の 2 本が 認め ら れ た (図7). 症例 3 の ダイ
レ ク ト シ ー ク エ ン ス 決定 で は, A, C, D領域 は異常 な か っ たが,
R TIP C Rの 段 階で P C R産物 の 長 さ が 短く , 変異の 存在が予想さ
れ て い たB領域 に お い て , ユ キ ソ ン 4 の 完全 な 欠尖が認め ら れ
た . 異常が 想定 され る イ ン ト ロ ン 3 の 3
'
ス プ ラ イ シ ン グ部位
をは さ むF領域 の シ ー ク エ ン ス 決定 に よ り, 3
,
ス プ ラ イ シ ン グ
部位の - 2部位 にA か らGへ の 点突然変異があ る た め ス プラ イ
シ ン グ 異常 が起 こ り ユ キ ソ ン 4 の ス キ ッ プ が生 じて い る こ と が
明か と な っ た (図8). B領域の m ㌧P C Rの パ タ ー ン か ら , 症例
3 の 両 親は正 常 と 変異対立遺伝子 の ヘ テ ロ 接合体 であり, 症例
3 は変異対立遺伝子 の ホ モ 接合体 と な っ て い る と考え られ た.
症例 3 で は突然変異に よ り制限酵素 M aeI の 認識部位がなくな
る こ と を利用 し, F領域 の P C R産物を Ma eI で処理 し, 家族に
お け る Fa s遺伝子異常 を解析 した . F領域 の P C R産物 を Ma eI
で 処理 す る と 正 常で は イ ン ト ロ ン 3 の 3, ス プ ラ イ シ ン グ部位
と プ ラ イ マ ー F3側 に M aeIの 認識部位がある た め , 134, 173,
19bp の 断片に消化 され , ゲ ル 泳動上 は 134+173bp の 1本の バ
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自己免疫性リ ン パ 球増殖症候群に お ける Fa s異常解析
~ 3 07 bp
~
134+173 bp
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nt with Ma eI
w e re a n alyzed o n a3･0 % aga r o s egel a nd visu aliz ed with
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Fig. 10. A s ug ge stiv e m e cha nis m of defe ctiv eFa s
- m ediated
apopto sisin the AL PSpatie nts･ T he binding ofthe trime ric
Fa s-1igand or ago nistic anti-Fa s mA b indu c e strim erfo r m atio n
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tra n s mitted. In patie nt3, abs e n c e of Fa s expre ssio npre cludes
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ン ドと して 検出さ れ た . 症例 3 で は イン ト ロ ン 3 の 3
' ス プ ラ
イ シ ン グ部位 に変異が ホ モ で 存在す る ため プ ライ マ ー F 3側の
Ma eI 認識部位の み で 消化さ れ , 307bp と 19bp の 断片が 生 じ,
ゲ ル 泳動 上 は 307bp の み の バ ン ドと し て検出 され た ･ 症例 3 の
すべ て の 家族 で は 一 方 の 対立遺伝子 の み に変異が ある た め ,
307bp の バ ン ドと 134bp+ 173bp の 2 つ の バ ン ドが認 め ら れ た
(図9).
考 察
Fa sレセ プ タ ー /Fa sリ ガ ン ド系は免疫系 の 恒常性維持や自己
寛容に重要な働きを果た し, ま た ア ポ ト ー シ ス の 異常が 自己免
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痩疾患, ウイ ル ス 感染症 な ど種々 の 病態に 関与す る こ とが 報告
さ れ て おり Fa s レ セ プ タ ー /Fa sリ ガ ン ド系ヤ ア ポ ト ー シス に
関す る研究は近年非常 に増えて い る
15)
.
妙 マ ウス に類似す る ヒ トの リ ン パ 球増殖症候群である A ばS
は , こ れまで に 7家系8症例が報告 され て い る . そ の 遺伝形式
は常染色体優性で , Fa s レセ プタ ー の 遺伝子座 は 10q2 3 に位置
す る. 発 症年齢 は 2 ケ月 か ら12歳 に わ たり, リ ン パ 節腫脹 , 肝
脾腫, 自 己免疫性 の 血管炎に よ る 蕃麻疹様皮疹, 溶血 性貧血 ,
血 ′J､板 減少症 , 好 中球減少 , 糸球体腎炎, 自 己抗体産生 , 高
γ
- グ ロ ブ リ ン 血 症 を 呈 し , い ず れ の 症 例も末梢血 で C D 3
十
C D 4`~■､C D 8~T C RαP十 の ダブ ル ネ ガテ ィ ブT細胞が15～ 60% と
増加す る と報告 され て い る
20卜 22)
. 今 回解析 した 3症例 は, い ず
れ も幼少期の 発症で , 報告さ れ た A LP Sとリ ン パ 節腫脹, 肝脾
濫 , 紅斑 , 血 小板減少, 好中球減少 な どの 臨床所見が極め て類
似 し, 正常で は末梢血 にお い て 1 %以下 と ほ とん ど検出さ れ な
い ダブ ル ネ ガテ ィ ブT細胞も, 既報吉例と比較す る と少 な い が,
5.6 ､ 8.1 %と有意 に増加 して い た .
Fas 遺伝子 の 解析で は症例 1 , 2 で は母由来 の 変異対立遺伝
子 に お い て イ ン ト ロ ン 7の 5
, ス プ ラ イ シ ン グ部位に T か らC
へ の 点突然変異がある た め , ス プ ライ シ ン グ異常が 生 じ ユ キ ソ
ン 7 と 8の 間 に G C A G とい う 4塩基が挿入 さ れ て い た . こ の
結果 フ レ ー ム シ フ トが 生 じ ユ キ ソ ン 7 以降異常 な コ ドン が 9個
競 い た 後終止コ ド ン と な っ て い た . 症例 3 は 両親が い と こ 婚で
変異対立遺伝子の ホ モ 接合体と な っ て い た が , イ ン トロ ン 3の
3
,
ス プ ライ シ ン グ部位 にA からG へ の 点突然変異があ る た め ユ
キ ソ ン 4 の ス キ ッ プ が認 め ら れ, ユ キ ソ ン 3 と 5 が直接繋が っ
てい た .
前述 の よう に劣性遺伝 である 抄γ マ ウ ス と異 なi), A LP Sの
ほ と ん ど は基本的 に 一 つ の 対立遺伝子 の 変異 に より発症する優
性遺伝形式をと る . Fa sレ セ プ タ ー を介 した 細胞 死 の 過程で は,
細胞内部分 の デ ス ドメ イ ン が 3 量体 を形成する こ とが 必須で あ
る こ と が 最近示唆 され て い る7)2!"が , 症例 1, 2の よう に, 変異
対立 遺伝子と 正常対立遺伝子の ヘ テ ロ 接合体である場合, 正常
対 立遺伝子由来 の Fa sレ セ プタ ー だ けで 正常 な 3量体 が形成さ
れ る確率は , 変異対立 遺伝子と 正常対立遺伝子由来の Fa s レセ
プ タ ー の 発現量が 同じで , しか も正常 と変異の Fas レ セ プ タ ー
の 会合が ラ ン ダム で あ る と 仮定す る と , 理 論 的 に は (1/2)
ニー =
0.125 と なり, 90%近く が変異 Fa s を 含ん だ異常 な 3量体 とな
る . こ の た め ドミ ナ ン トネ ガテ ィ ブ効果が 生 じ, Fa s レ セ プ タ
ー を介 した細胞死 に至 る シ グナ ル 伝 達が 正常 に行なわ れ な い も
の と 考え ら れ る
二l("(図10). 実際, 症例1 , 2 で は Fa s cD N Aの C
領域の ダイ レ ク トシ ー ク エ ン ス 決定で ダブ ル ピ
ー ク を示 して い
る こ と, 同部位 の m ク ロ ー ニ ン グで 正 常と 変異 の ク ロ
ー ン が
ほ ぼ 同数得 られ た こ と より, 正 常対立 遺伝子 と変異対立遺伝子
は ほ ぼ同等 に発現 し てい る と推測 さ れ る.
しか し症例 1, 2の 兄妹例で は症状の 程度に か なり の 差が 認
め ら れ , しか も症例1 , 2の 母親 は ダ ブ ル ネ ガ テ ィ ブT細胞 が
増加 し, 同じ遺伝子異常をもちな が ら A LP S を発症 して い ない ･
ま た報告例 でも明らか な家族で の 発症 は記載さ れ て い な い ･ つ
まり細胞 レベ ル で の 表現塑が異常 であっ て も, 個体 レ ベ ル で は
疾患 と して 発症する と は 限らない ,
一 般 に優性遺伝の 疾患 には
表現度 の 差異 が み ら れ る こ とが あ るが , Fa s異常の み で 瓜P S
発症 は決定 され ず, ウイ ル ス 感染症な どの 環境因子や , 免疫機
構を調節する Fa s以 外の 未知の遺伝子異常, m F
･ T N Fレ セ
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プタ ー な ど Fa s以外 の 生理的細胞死 に関 わる 系な どが 関与 して
い る可 能性が考え られ る.
症 例 3 はエ キ ソ ン 4 を欠如す る変異をホ モ に もち , 正 常 の
Fa s レ セ プタ ー 発現が 欠如 して い る た め , 細胞死 に至 る シ グナ
ル が 伝達 さ れ な い と 考え ら れ る (図10) が , こ の 症例 は胎児水
腫 を認め , 新 生児期早期 より発症 して おり , 症例 1 , 2 と比 べ
臨床像もより重症 であ る. 症例 3 の 家族 は , 正 常村立 遺伝子と
異常対立遺伝子 をも っ て い る が , ⅣトP C R で み る と正常 な バ ン
ド に比 べ , エ キ ソ ン 4 を欠如す る短 い m R N A由来の バ ン ド は
薄い . こ の 肝 P C R は, 正常対立 遺伝子と変異対立遺伝子と の
競合 RT-PCR とな っ て お り 変異 m R N Aの 発現 が , 正 常 の
m R N A より少 な い こ と が 示唆さ れ る . これ は, お そ らく変異
m R N Aの 安定性 が悪 い こ と に起因す ると 考え られ る . しか も変
異由来の Fa s レセ プ タ ー は細胞膜貫通領域が な く膜上 に発現で
きな い た め, 症例 3の 家族で は 正常 の Fa sレセ プ タ ー だ け の 発
現 と な っ て い る と 考え られ る. した が っ て, Fas レ セ プ タ ー を
介する ア ポ ト ー シス は正 常 に行 なわ れ る .
Fa s mR N Aは 9 つ の エ キ ソ ン よ り構成 さ れ る が26)27) , 既 に報
告され た 7家系 8症例 の A LP S で はユ キ ソ ン 3 から ユ キ ソ ン 9
に か け て 変異 が認 め ら れ , い わ ゆ る ホ ッ トス ポ ッ トと い う部位
は見当た ら ない . 今 回解析 した 2 家系3症例 で は , 既報告例 と
は 全く異 なる新 し い 部位 に Fa s遺 伝子異常 が認 め ら れ た .
Fiu c ci ら
31)は , 10 0検体 に つ い て変異を検索 した結果 , 正 常 人 で
は Fas遺伝子 の 変異 は み つ か ら な か っ た と して お り , Fa s遺伝
子変異は A LP Sに特異的と考えられ る .
一 般 に ダ ブ ル ネ ガテ ィ ブT細胞 は , 胸腺 にお ける未熟な分化
段階で み ら れ る が, 砂γ マ ウス や M Sの 末梢 リ ン パ 組織 や 血
液中 に増加す る ダ ブ ル ネ ガ テ ィ プT細胞 の 由来 は不明 で あ
る
3 2)33)
. 生体 内で は 増加 が み ら れ る もの の 生体外で の レク チ ン
や抗 C D 3抗体, 抗 C D 2抗体 に対する増殖反応 は低下 して い る
こ と が 報告され て い る1 9). こ の ダブ ル ネ ガ テ ィ ブT細胞 は フ ロ
ー サ イ トメ トリ ー に よ り簡便に測定 できる ため A LPSの 診 断に
お い て 重要と考え られ た . ま たT細胞 レ セ プ タ ー 汀C町 Ⅴβ の
レ バ ト ア の 検索 か ら こ の T細胞 亜群 は オ リ ゴ ク ロ ー ナ ル と さ れ
るが , 腫 瘍性増殖 はきたさな い
22)
.
自己寛容の 破綻 にお い て重要な役割を果 たすと考え ら れ る 自
己反応性丁細胞 は , 通常胸腺に お け る負 の 選択 に よ り大部分が
ア ポ ト ー シ ス を起 こ し て 除か れ, ま た末梢 にもれ で たも の もや
はり ア ポ ト ー シ ス に 陥り排除 さ れ る と 考え ら れ て い る:i4】. Fa s
レ セ プ タ ー の 発現 は, 末梢 の 活性化成熟 リ ン パ 球 の 他 に , マ ウ




ダブ ル ポ ジ テ ィ ブ胸腺細胞 で発現す
る た め , 当初, Fa s/Fa sリ ガ ン ド系が異常である ゆγ マ ウ ス で
は , 胸腺内で の 自 己反応性丁細胞の 除去 が低 下 して , 自 己寛容
の 破綻 が超 こ る と考え られ て い た . しか し, 炉 や がd マ ウ ス で
は胸腺 で の 負の 選択 は ほ ぼ 正常 に起 こ っ て い る こ と が報告 され
て い る35卜 叩
一 方 ヒ ト に お い て は , Fa s レ セ プ タ ー は 最も未熟 な C D 4-
C D 8P ダ ブル ネガ テ ィ フT細胞か らC D 4+ c D 8+ ダブ ル ポ ジテ ィ




ダ ブ ル ポ ジ テ ィ プT
細胞 か ら C D 4- C D 8+ ある い は C D 4+ cI)8~ の シ ン グル ポ ジ テ
ィ ブT細胞 に成熟する過渡期, つ まり最も強く選択を受けて い
るT細胞 に強く発現して い る38)39). こ の こ とか ら 砂γ マ ウ ス と異
なり , A L P S で は胸腺内で の自己反応性丁細胞の 除去 が低 下 し
て い る可能性があ る. ま た &r マ ウス や A L PS で は AICD が起
き にく い こ と が 報告 され て い る21)40)41)が , 今回の 解析で も愚兄の
抗 CD3 抗体 に よ る AIC D は誘導 さ れ にくく , 末 梢 にお け る自
己反応性丁細胞も排除 さ れ な い 可 能性を示唆 して い る . 以 上の
械構に よ り A L PS で は自己寛容が破綻 し, 様 々 な自己免疫状態
が生 じる と考え られ る .
さ ら にT細胞 の み ならずB細胞 に お ける ア ポ ト シ ー シ ス にも
Fa sレ セ プ タ ー /Fa sリ ガ ン ド系が 関与 し て い る こ とが 最近示さ
れ て い る
42 卜 44)が , 実際患児 の 培養B細胞や E B V形質転換B細胞
株 にお い て も Fa s誘導性 の ア ポ ト ー シ ス は減弱 し て い た. この
こ と は A L PSにお け る高 γ - グ ロ ブリ ン血 症, 自己抗体 の 産生が ,
自 己反応性丁細胞 に よ るB細胞の 活性化だけで な く , 自 己反応
性B細胞 そ の も の の ア ポ ト ー シ ス 低 下 にも起因 して い る 可能性
を示唆 して お り興味深い と思わ れ た .
最近, リ ン パ 球 増殖症候群を伴 っ た S LE に Fa sリ ガ ン ドの
遺伝子変異 が初 め て 報告 され た45). Fas レセ プ タ ー や Fasリ ガ
ン ドの 異常 に よ っ て 引き起 こ され る こ の よ うな症例 の 解析によ
り, Fa s レ セ プ タ ー /Fasリ ガ ン ドシ ス テ ム の 免疫系に お ける役
割が さ ら に解明 さ れ , また 自己免疫疾患の 発症の 機構, 痛態の
解 明に つ なが る こ とが 期待 され る.
結 論
自己免疫性 リ ン パ 球 増殖症候群の 2家系 3症例お よ び その 家
族 に対 しFasレ セ プ タ ー 異常 の 解析を行 い 以 下 の 結 果を得 た.
1 . 家系 1 一 症例 1 , 2 で は母由来 の 変異対立遺伝子 にお い
て イ ン ト ロ ン 7 の 5
,
ス プ ライ シ ン グ 部位 にT か らCへ の 点突然
変異があり, こ の た め 変異対立遺伝子由来 の m R N A で はス プ
ラ イ シ ン グ異常 が生 じ, ユ キ ソ ン 7 と 8の 間 に G C A Gの 4 塩
基 の 挿 入 が認 め ら れ , フ レ ー ム シ フ トに より ユ キ ソ ン 7 以降異
常なコ ド ン が 9個続い た 後終止 コ ド ン と な っ て い た . 変異由来
の Fas レ セ プ タ ー は細 胞外部分の 発現は 正 常で ある が , デ ス ド
メ イ ン を含 む細胞内部分 が なく異常な3量体を形成す る ため ,
ドミ ナ ン トネガ テ ィ プ 効果 に よ り細胞死 に至 る シ グナ ル が伝達
さ れ な い と考えら れ た .
2 . 家系2 - 症例 3 で は イン ト ロ ン 3 の 3, ス プ ラ イ シ ン グ
部位(ア ク セ プ タ ー ) にA か らGへ の 点突然変異 がある た め ユ キ
ソ ン 4 の ス キ ッ プ が 認め ら れ, エ キ ソ ン 3 と 5 が直接繋が っ て
い た
.
こ の 結果 フ レ ー ム シ フ トが 生 じ ユ キ ソ ン 3 以降異常な コ
ド ン が38個続い た 後終止 コ ド ン と な っ て い た . 症例3 で は 両親
が い と こ 婚 で 変異対立遺伝子 の ホ モ 接 合体 と な っ て い た ため
Fa sレ セ プ タ ー そ の もの の 発現 が 全く欠如 し細胞死 に至 る シ グ
ナ ル が 伝達 さ れ ず, ま た症例 1 , 2 よりも 重症である と考えら
れ た .
3 . こ れ らの 症例 は本邦初であり, 確 認され た 遺伝子異常 は
従来の 報告 に は み られ ず全く新 しい もの で あ っ た .
4 . 症例 1 , 2 の 母親 は 同 じ遺伝子異常をもち , 細胞 レ ベ ル
で は Fas誘導性 ア ポ ト ー シ ス に対 し抵抗性を示 したが , 臨床的
には 全く無症状 であり A LPS発症 に は さ ら に別 の 因子が関与し
て い る 可能性 が考え られ た .
5 ‥ 患児で はT細胞 の Fas誘導性 ア ポ ト ー シス が 欠如 して い
る ほか 朗 C Dも減弱 して い る た め , 自己反応性丁細胞が排除さ
れず, 自己寛容 が破綻 し様 々 な 自己免疫状態が生 じて い るもの
と考え られ た. さ ら に培養B細胞 の Fa s誘導性ア ポ ト ー シス が
減弱 して い る こ とか ら , 高 γ 一 グ ロ ブ リ ン 血 症 , 自 己抗体の 産
生が自己反応性B細胞その もの の ア ポ ト ー シ ス 低 下 に も起因し
自己免疫性リ ン パ 球増殖症候群 にお け る Fa s異常解析
て い る可 能性が示唆され た .
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Key w o rds Fa s(A P O-1, CD95)･ aPOPtOSis･ a utOim m u n elymphoproliftrativ e syndro m e, double - n egativ早T c ell
Abstra ct
T he Fas re cepto ru asligand system induces apoptosis of Fa s-bearlng C ells a ndplays a nim portant r ole in theim m u n e
r egulatio ns, eSPe Ciallyin thedeletion ofself-r ea Ctiv e clon es･ Itis kno wn tha唖 r m o use c a u sed bythe Fas deficie n cy, e Xhibits
autoim m unity with abnorm al pr oliferation of C D 4
-C D 8▼(double - nega tiv e)T c ells･ Aut oim m u n elymphoprolife r ative
Syndrom e(A L P S)w asre ce ntlyidenti 鮎 dasa hu man cou nte rpar tOf thebr m ou s e. In this study, 3 c as e sofAL PS from tw o
independentfami lies we re evalu ated fo rim m unologlCal a nd ge n etic abn or m alities ofthe Fas r e cepto r･ T hey a11e xhibited
lympho adenopathy, hepatosple no megaly, thrombocytope nia, hypergam m aglobulin e mia and theinc re a sed n umbe rof do uble-
negative T cells &om e arly child hood･ In pAtientl and 2(family l) who w ere hete rozy go usin the Fasr eceptorge n e, the
ge no mic sequenc e of the m utan t alleleinherited fro m their m o the rsho wed a T toC pol nt m utation in the 5
,
splicesite of
intron 7, reS ulting-in abe r antsplicing･ In the m utant m R N A, 4basesinse rtion(GC A G)bet wee ne xon 7 and 8 w aspredicted
tocause afra m eshift andprem at ure t ermin atio n after9 missen se codons･ T he surfac eFas e xpression on a c tivated Tc ells血
･O m
thesepatients w as compar able tothato n n ormal Tcells, but the t run Cated mutantproteinslacking thede athdom ain probably
indu ced a domin an t n egative effbct, le adingto theform atio nofabnor maltrim ers un able totran Sduce theintr a cytoplasmic
deathsignal･ Altho ughtheir m otherhad anide ntical mutatio n of the Fasrec eptorand exhibited a similar r esist anC et OFas-
m ediated apoptosis atthe cellularlevel, She re mained asympto m atic･ T hese facts suggested that there exists an ad ditonal
factorre sponsible fbr the m anifbstatio n ofty picalA L P S･ Patien t3(family 2)wasbo rntO ParentS Who w ere c o u sin s, and the
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genomicsequ e nce of thehom ozygo u s m uta n
talleles show ed a nA toG po ln t mutatio nin the3
,
splic e site oftheintron 3･ The
mR NA lacking e xon 4 w as predict edtohav ea frame shift a ndprem atu rete r minationafter3 8misse n se codo ns･ A bse nce of
the Fa se xpr es sion m ay pre clude any Fas
- mediated sign als a nd resultin m u ch sev ere r clinical ftature sin this case･ In a11
cas es, a Ctivation
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